Heterogeneity of a KU-2 cell line derived from human renal cell carcinoma--differential susceptibilities of its sublines to NK cell-mediated cytotoxicity by 早川, 正道 et al.
Titleヒト腎細胞癌由来培養細胞KU-2の異質性について --KU-2クローン株のNK細胞傷害能に対する感受性--
Author(s)早川, 正道; 大澤, 烔; 長倉, 和彦; 菊池, 寿幸











一KU・2ク ロー ン株 のNK細 胞傷害 能 に対 す る感受性 一
琉球大学医学部泌尿器科学教蜜(主任:大澤 畑教授)
早 川 正 道・大 澤 畑
防衛医科大学校泌尿器科学教室(主任:中村 宏教授)
長 倉 和 彦
防衛医科大学校整形外科学教室
菊 池 寿 幸
  HETEROGENEITY OF A KU-2 CELL LINE DERIVED FROM 
           HUMAN RENAL CELL CARCINOMA 
        —DIFFERENTIAL SUSCEPTIBILITIES OF ITS SUBLINES 
            TO NK CELL-MEDIATED CYTOTOXICITY—
                Masamichi HAYAKAWA and Akira OSAWA 
         From the Department of Urology, School of Medicine, University of the Ryukyu 
                             (Director: Prof. A. Osawa) 
                         Kazuhiko NAGAKURA 
             From the Department of Urology,National Defense Medical College 
                           (Director: Prof. H. Nakamura) 
                          Hisayuki KIKUCHI
            From the Department of Orthopedics,National Defense Medical College 
   Natural killer (NK) cell activity against 4 different sublines of a permanent cell line 
KU-2 derived from human renal cell carcinoma were measured by  51Cr-release assay and 
single cell binding assay. 
   KU-2 and its sublines exhibited different susceptibilities of interferon (IFN)-augmented 
NK cell cytotoxicity. Moreover, 2  out of 4 sublines changed in susceptibility to NK cell 
cytotoxicity in a few months. Along with the direct assay for NK cell activity, frequency 
and kinetics of NK cell-mediated cytotoxicity against 3 sublines were studied by single cell 
binding assay where spontaneous killing of target cells was directly visualized by the reading 
of trypan blue uptake into target cells among effector-target cell conjugates. The frequency 
of killer cells among conjugates was dependent on the susceptibility of the sublines to the 
IFN-augmented NK cell cytotoxicity. 
   These results suggested the following: (1) KU-2 cell line was not homogenous but com-
posed of a heterogenous population of cells and (2) even in one subline derived from a clone, 
the cells with different susceptibilities to NK cell-mediated cytotoxicity developed sponta-
neously in ordinary culture conditions with the passage of a certain period of time. 




















(1)ヒト末 梢 血 リ ンパ球(PBL)の 分 離
ヘ パ リン加 ヒ ト末 梢 血 よ りB6yum6)の方 法 に 準 じ
てFicoll-Rompacon(Lymphoprep⑩.Nyegaard
andCo.Oslo)を用 いた 比 重 遠心 法 でPBLを 分 離
した.107/mlにP1∋L浮遊 液 を 調整 し,プ ラス チ ッ
クへ の 附 着 性 を利 用 して 単 球 を 除去 した7).P肌 の
洗 浄 に は ヘ パ リ ン加 ハ ン クス液 を,PBLの 培 養 と浮
遊 液 調整 に は,RPMI1640(Gibco.NewYork)
に,3.79/1の重 曹 と牛 胎 児 血 清(Fcs)(Gibco)を
10%濃度(v/v)に な る よ うに加 えた もの(こ れ を メ
デ ィ ウムーAと す る)を 用 い た.単 球 除 去後,メ デ ィ
ウ ムーAで5×106PBL/mlに 調整 した.
(2)腫瘍細 胞
細 胞 稀 釈 液 に よ るSingIecellcloning法に よ り
KU-2細胞 よ り分 離 され た13種類 の ク ロー ン株4)の凍
結 保 存 ス トッ クか ら,4種 の株(N-7,8,10,13)を凍 結
半 年 後 に解 凍,再 増 殖 させ て実 験 に用 い た.こ れ らの
細 胞 の培 養液 として,カ ナ マ ィ シ ン60mg/1お よび
o・2929/1のL-glutamineを含む イ ー グルMEM(日
水製 薬,東 京)に,3・79/1の重 曹 とFcs(Io%V/v)
を加 えた もの を用 いた,
(3)NK細 胞 活 性 の増 強
メ デ ィ ウ ムーAで5×106/mlに調 整 したPBLに ,
5001Uのヒ トα型 イ ンタ ・ーフ ェ ロ ン(IFN一α)(Well・
feronOP,1×10'IU!mg蛋白,住 友 化学 工 業),あ る い
は,0.1KEのok432(ピ シ・ミニ ール・,中 外 製 薬)
を加 え て12時間培 養 した.っ いで メデ ィ ウムーAで2
lIyticunit(LU)のEC細胞 数
な お,1LUと は,30%cytotoxicity値を 得 る のに
必 要 なECの 細 胞 数 で あ る.
(5)Singlecelibindingassay
GrimmとBonavida9)の方 法 に 準 じて 実験 を お こ
な った 。100μ9のPoly-L・Lysin(m.w,30,000.Si-
gmaChemicalCo.StLoujs)をリン酸 バ ッ フ ァー
(PBS)/mlに溶 解 し,こ れ を ペ トリ皿(35mm,Fa-
1con)に重 層 させ て1蒔 間 放 置 後,こ れ を除 去 して 自
然 乾 燥 させ た.0.5m1の メデ ィ ウ ムーAに 浮 遊 させ た
2×10svaのECとTCを 混 和 し,37℃ で10分間 培
養 して 反 応 させ た・ 遠 心 後,0・5mlの 上 澄 を 除 去 し、
っ い で非 特 異 的 なECとTCの 結 合 を解 離 させ る
目的 で,パ ス ツ ール ピペ ッ トを 用 い,静 か に10回撹 絆
した・45℃ の0・5%アガ ロ 一ース液(AgarGMco生化 学
工 業)を5mlの ピペ ヅ トで 約10回麗 搾 して冷 却 し,
回 洗 浄 して,こ れ を ふ た た び5x106!m1に調 節 し て・
これ らをEffectorce11(EC)とした.
、(4)NK細 胞 活 性 の測 牢
原細 胞 株 のKU-2あ る い は,そ の4種 のsubline
の5x105個を それ ぞ れ ペ トリ皿(35mm,Falcon.
California)に播 ぎ,翌 日,新 しい メデ ィ ウ ムーA1.5
m1に 交 換 し,50μCiの 放 射 性 ク ロム酸 ナ ト リウ ム
(5℃r.第一 化 学薬 品)を 加 えて,1～1.5時 間 培 養 し
た.つ いで ト リプ シ ンで細 胞 を 分 散 させ,メ デ ィ ウ ム
ーAで3回 洗 浄 し,こ れ を105/1nlに再 調 節 して標 的
細 胞(TC)と した.96wellのU字 型 マ イ ク ロ プ レ
ー ト(6.4mm.Falcon,USA)の各wellにTCの
100μ1と,ECあ る いは メ デ ィウ ムーAを 分 注 して,
EC=TC比 が50=五,25:Ll2:1のwellを 準
備 した.各weliの 総 量 は200μ1と した.同 時 にEC
を 含 まず,か わ りに2%Triton-X100ま た は,メ
デ ィ ウムーAを 加 えたwellも 準 備 し,そ れ ぞ れ を 最
大5℃r放 出 用 と,自 然51Cr放 出用weliと した.
マイ ク ロプ レー トを37℃ で4時 間 培 養 し,そ の上 澄
100μ1をプ ラス チ ックチ ュ ー ブに 分注 して,γ カ ウ ン
ターに て 放 射 能 活 性 を 測 定 した.す べ て の 実 験 は,
triplicateでお こなわ れ た.NK細 胞 活 性(%cyto・
toxicity)は以 下 の 式に よ り算 出 した.
%cytotoxicity
=実 験 塾9L放 坦L隻 胆L二 旦 墨51Cr放 出(cpm)
最 大5℃r放 出(cpm)一 自然SICr放 出(cpm)
x100
各 ク ロー ン細 胞 株 に対 す るNK細 胞 活 性 を よ り客 観
的 に 比 較 す る方 法 と してTotallyticunit(TLU)9>
を算 出 した.
10fiECTLU・=
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そ の2mlを す み や か に,0.5mlのEC.TC浮 遊 液
に加 え て ゆ っ く り混和 した の ち,そ の0,2～O.3mlを
前処 置 した べ トリ皿 上 にす み や か に 加 え て,薄 い ア ガ
ロース膜 を形 成 させ た.1mlの メデ ィ ウ ムーAを 静 か
に 重層 し,CO2イ ンキ ュベ ー タ ー内 で 培養 した,適
時 に ペ トリ皿 を取 り出 し,O.4%oトリパ ン ブル ーを 加
えて5分 間 染色 させ,メ デ ィ ウ ムーAで 静 かに 洗 浄 し
て トリパ ンブル ー を除 去 した.続 い て光 顕 で 観 察 し,
100個以上 のECを 数 え,そ の うちTCと 結 合 して
い る リンパ球 数,ま た リンパ 球 と結 合 しな が ら青 染 し
て い るTCの 数 を数 えた.同 時 に 対 照 と してECを
含 まず,TCの み の ア ガ ロース培 地 を前 述 の 方 法に 従
って作製 し,TCが ト リパ ンブ ル ーで 染色 され な い こ





















同一 のECが,KU-2細 胞 お よびそ の4種 のsub-
lineに対 して 有す るNK細 胞 活 性 を 比較 した(Fig.
1).Subline13と7をTCと した場 合,KU-2細
胞 に くらべ,ECは,い つれ のEC;TG比 に おい て
も,よ り高 いNK細 胞 活性 を示 す が,subline10と
8に 対 しては,KU-2細 胞に 比 し て,低 いNK細 胞
活 性 を示 した.こ の こ とはsublinel3と7が,sub-
Iine10と8よ り,こ の実 験 で用 い られ たECの







5人 の供 血 者 よ り得 たPBLを 用 い て お こな った 同
様 の実 験 の結=果をTab亘e1に 示 す.KU-2細 胞 を
TCと し,IFN刺 激PBLをECと した場 合 の,EC
の有 す るNK細 胞 活性 を測 定 し,こ の値 か らTotal
lyticunit(TLU)を計 算 し,こ れ を100と した 場 合























































































































表 に示 され て い る.し たが っ て,TLUが100以 上 の
場 合,KU-2細 胞 に 比 較 して,そ のsublineがよ り
高 いNK細 胞 感 受性 を有 して い る こ とを 意 味 して い
る.PBLの(2)は,OK432も 用 い て刺 激 され て い る.
Subline7は,3人の供血 者 か ら得 たECの い つれ
に 対 して も,KU-2細 胞 よ り高 いNK細 胞 感 受性 を
示 した が,subline8は,5種 のECの 有 す るNK
細 胞 に対 して,KU-2細 胞 よ りい つ れ も抵 抗 性 を 示 し
た ・Subline13は,5種のEC中,3種 のECの
NK細 胞 に,KU-2細 胞 に比 べ,よ り高 い 感 受 性 を
示 し,subline10は,1種のECに 対 して の み,高
い感 受性 を示 す に 過 ぎなか った.P】3LをIFN一 α と
OK432で 刺 激 した が(PBLの(2)),1回 の 実験
では,各sublineのNK細 胞 感 受 性 に 関 して両 者 の
聞 に 差 異 を認 め な か った.Subline7は,KU-2細
胞,subline8と10より有 意 に 高 いNK細 胞 感受 性
を示 した(P<0・05).またsubline8は,KU・2細
胞 よ り低 い 感 受性 を 示 した(P<0.Ol).
第1回 目の実 験 施 行 後3ヵ 月 目に 最 終 実験 が お こ な
わ れ てい る が,subline7と8のNK細 胞 感受 性 に
大 きな 変 化 は み られ て いな い.し か し,subline10で
は,1ヵ 月 目に,NK細 胞 感 受性 の低 下 が み られ て
い る 。
次 に 各sublineの感 受 性 の違 い に つ い てsinglc
cellb量ndingassayを用 い て検 討 した(Table2).EC
とTCで あ る各sublineとを1対1の 割 合 で 混 合培
養 し2種 のTG間 で比 較 した 結 果,Table2の ご と
く リ ンパ 球 の1.2～8.OI%がTdと 結 合 す る こ とが 判
明 した.ま たTCと 結 合 し,か つTCを 傷 害 して い
る リ ンパ 球 は,全 体 の ユ.8%以下 であ るが,subline8
を傷 害 して い る リ ンパ球 の割 合 は,subline7を傷 害
して い る リ ンパ球 の 割 合 よ りあ き らかに 少 なか った.
TCと 結 合 して い る リンパ球 の うち で,短 時 間 にTC
を傷 害 す る リ ンパ 球 の割 合 が,Table2の 右 端 に 示
して あ る.Subline8と13で は,4例 中3例 で,
subline13を傷 害す る リ ンパ球 の割 合 が,subline8
を 傷 害 す る リンパ球 の割 合 よ り多 い こ とが わ か る.同
様 の結 果 は,sub!ine7と8と の間 で も認 め られ る.
しか し このkiller細胞 の割 合 と,sublineとリンパ
球 と の結 合性 との間 に 一定 の傾 向 を認 め な い,
考 察
NK細 胞 は,腫 瘍細 胞 の発 生,増 殖,あ るい は 転
移 に 対 す る免 疫 監 視 機 構 の一 端 を 担 う とさ れ るhete-
rogenousなリ ンパ 球 集 団 で あ る.ま た さ ま ざ ま の
TC間 に 共 通 に存 在 す る と され るtargetlstructure
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細胞が多 く動員されているた め か,あ るいは同一の
NK細 胞に両sublineが認識され,そ の細胞傷害能
に対して,subline7の感受性の閾値がより低く,容















れずに抵抗性を有 した クローン細胞が選択されて残 り,
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